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要約 
食糧と競合しないセルロース系バイオマスを原料としたバイオエタノールやバイオケミカルの普
及のためには、バイオマスの主成分であるセルロースを高効率でグルコースに糖化する技術が必
要である。セルロースの糖化技術として微生物が生産した酵素による酵素糖化プロセスの研究が
進められているが、酵素コストが課題となっている。 
本研究では、酵素の機能を最大限に発揮できる酵素糖化プロセスを開発することを目的として、
バイオマスの糖化機構を把握するための検討を行った。各章の概要を以下に記載した。 
第 1 章は研究の背景と目的、第 2 章は実験方法を述べた。 
第 3 章では、振とうストレスを与えない静置条件で糖化反応を行うことによって、少ない酵素使用
量でセルロースを効率的に糖化できることを示した。また、セルロースの効率的な糖化にセロビオ
ハイドロラーゼである CBH2 が重要な役割を果たしていることを述べた。一方、リグニンを含むバイ
オマスの糖化に対しては、静置条件の効果が見られなかったことから、代替策として、BSA などを
添加することによって酵素糖化が促進されることを示した。セルロースとバイオマスに対する静置条
件による効果の違いを第 6 章で考察した。 
第 4 章では、リグニンのモデル物質としてグラファイトを用いた検討結果を示した。強い疎水性を
示すグラファイトを用いて検討を行った結果、BSA と Tween80 は疎水性相互作用による酵素の非
生産的吸着を抑制することができ、その機構として、グラファイトに吸着した酵素を脱離する機能を
有することを述べた。 
第 5 章では、市販セルラーゼから分画した精製酵素を用いて、セルロースおよびバイオマスに対
する酵素の相乗効果に関する検討を行い、セルロースには CBH2、リグニンを含むバイオマスには
EG1 が、それぞれ CBH1 と強い相互作用を示すことを述べた。 
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第1章 緒論 
地球環境問題対応、エネルギーセキュリティー、化石資源枯渇対策などの観点から、バイオマス
の有効利用、特に食糧と競合しない非食糧系バイオマスの有効利用が期待されている。1) – 4) 太陽
光発電や風力発電などの再生可能エネルギーは、効率や経済性の向上が進み、広く普及し始め
ている。また、バイオマスに関しても、木質ペレットやパーム椰子殻などの非食糧系バイオマスを燃
料としたバイオマス発電は実用化が進んでいる。バイオマスは、太陽光や風力と同じく再生可能エ
ネルギーを作り出すエネルギー源であると同時に、唯一の再生可能な炭素資源でもある。従って、
バイオマス発電の様に直接燃焼して電気エネルギーを得るだけではなく、バイオマスを再生可能
炭素資源、すなわち再生可能な化学物質を作り出す原料として捉えることが重要である。 
非食糧系バイオマスから化学物質を作り出すためには、バイオマスの主たる構成成分であるセ
ルロース、ヘミセルロース、リグニンを有用物質に変換する必要がある。その変換方法として、バイ
オマスをガス化して合成ガスを作り、合成ガスから触媒反応で種々の化成品を作る方法 5), 6) や、セ
ルロースとヘミセルロースをグルコースやキシロースなどの単糖に加水分解(糖化)し、単糖を原料
にして微生物によってエタノールなどの化学物質を作り出す方法 7) などが開発されている。 
本研究は、非食糧系バイオマスを原料として、セルロースとヘミセルロースから効率的に単糖を
作りだす技術開発を目的としている。非食糧系バイオマスから単糖を作る主な方法としては、セル
ロースとヘミセルロースを硫酸などの無機酸を用いて加水分解する方法 8), 9) と、微生物が生産す
る酵素を用いて加水分解する方法 10) があり、古くから研究開発が進められてきた。無機酸を用い
て単糖を作り、燃料用エタノールや結晶グルコースを製造する技術は、第二次世界大戦前後に商
業化が試みられたが、経済性の問題から現在は行われていない。11) 酵素を用いて非食糧系バイ
オマスから単糖を作り自動車燃料用エタノールを製造する技術に関しては、2010 年ごろから、アメ
リカやブラジルなどで商業プラントの建設が報じられているが 12) – 14)、現在の稼働状況は不明であ
り、広く普及させるためには、更なる経済性の向上が必要と考えられる。 
単糖は、エタノールだけではなく、バイオプラスチックの原料やアミノ酸などの高付加価値物質 
への変換も可能であるため 15)、非食糧系バイオマスから単糖を製造する技術は、今後の低炭素社
会の実現に向けて重要な役割を担うと考えられる。本研究では、非食糧系バイオマスを原料として、
酵素を用いてグルコースやキシロースなどの単糖を作り出す技術において、セルロースからグルコ
ースを生産する酵素糖化反応における変換効率向上と経済性の向上を目指した。 
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1.1 バイオマス 
バイオマスは光合成により大気中の二酸化炭素が固定化された有機資源である。バイオマスを
エネルギー資源として利用した場合、最終的に大気中へ放出される二酸化炭素は再び固定化さ
れるため、固定化される炭素量を超えない範囲で利用すれば、大気中の二酸化炭素濃度は増加
しない(カーボンニュートラル)。バイオマスから得られるエネルギーはバイオエネルギーと呼ばれ、
地球規模で二酸化炭素のバランスを崩さないクリーンエネルギーとして注目されている。16) 
 
1.2 バイオエタノール 
バイオエネルギーの一つがエタノールである。エタノールの用途は飲料用、工業用、燃料用に
大別されるが、近年、燃料用エタノールの需要が大きく伸びており、アメリカとブラジルで全世界の
生産量の約 70%が生産されている。17) 現在は、エタノールの原料としてサトウキビやトウモロコシな
どの農作物が利用されているが、農作物は我々の貴重な食糧資源でもあるため、食糧と競合しな
いサトウキビの搾りかす(バガス)やイナワラなどの廃棄物、あるいは、エリアンサスやスイッチグラス
などのエネルギー作物などのセルロース系バイオマスを原料とした第二世代バイオエタノールの製
造技術が求められている。18) – 20) また、エタノールは液体燃料用途のみならず、触媒反応によって、
エチレン、プロピレン、ブタジエンなどのケミカルの生産が可能であるため 21, 22)、石油資源枯渇の
対策にも繋がると考えられる。 
 
1.3 糖化技術 
セルロース系バイオマスの主成分はセルロース、ヘミセルロース、リグニンの 3 成分である。7) セ
ルロースはグルコースが β1-4 グリコシド結合した多糖類、ヘミセルロースはグルコースの他に、マ
ンノースなどの六単糖とキシロースなどの五単糖から成る多糖類である。ヘミセルロースを構成する
単糖の種類と組成比はバイオマスの種類によって異なる。リグニンはフェニルプロパンとその誘導
体が 3 次元的に結合した化合物である。セルロース系バイオマスに含まれるセルロースとヘミセル
ロースを糖化して単糖を生成し、微生物による発酵によってエタノールなどの化学物質を生産する
ことができる。 
ヘミセルロースは比較的容易に糖化することができるが、セルロースはデンプンと同様にグルコ
ースから成る多糖類であるものの、グルコースの結合型式が異なり結晶構造領域を有するために
糖化が困難である。従って、セルロース系バイオマスからバイオエタノールなどを製造するために
は、発酵原料となるグルコースを高効率で生産するための糖化技術の開発が必要となる。 
セルロースの糖化技術として、微生物が生産する酵素を用いた糖化プロセスが注目されている。
酵素糖化プロセスは、硫酸 23) – 25) や超臨界・亜臨界水 26) を用いた糖化プロセスに比べて、ケミカ
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ルを使用せず、反応条件が穏和であるため装置コストが安価であり、また、高い収率でグルコース
を生成することができる。 
 
1.4 セルラーゼの機能 
セルロースの糖化酵素であるセルラーゼは、複数の酵素から構成される複合酵素である。セルラ
ーゼを構成する成分酵素は、セロビオハイドロラーゼ（CBH）、エンドグルカナーゼ（EG）, β-グル
コシダーゼの 3 種類に大別され、各成分酵素の相乗効果がセルロースの糖化に大きく寄与する。
27) – 30) 
CBH はエキソ型の酵素でセルロース結合ドメインとコアドメイン、およびそれらを繋ぐリンカーで
構成されており、セルロース結晶の末端からセルロース結晶上を移動しながら逐次的に加水分解
を進める。CBH には複数の種類があり、主たる CBH は、CBH1 と CBH2 である。CBH1 はセルロー
ス結晶の還元末端、CBH2 は非還元末端から加水分解し、セルロースをグルコース 2 分子から成
るセロビオースの形で分解する。このセロビオースをさらに加水分解してモノマーのグルコースを作
るのが BGL である。セルロース加水分解時の中間生成物となるセロビオースは、CBH の阻害物に
なる。31) 従って、生成されたセロビオースを速やかにグルコースに分解する必要がある。 
EG はエンド型の酵素であり、セルロースの非結晶領域の任意の場所を加水分解する。EG によ
るエンド型加水分解により、新たな還元末端と非還元末端が作られ、そこに CBH が作用することに
より加水分解が効率的に進むと考えられており、エンド-エキソ型相乗効果と言われている。32) セ
ルラーゼの成分酵素間の相乗効果として、CBH と EG によるエンド-エキソ型相乗効果の他に、
CBH1 と CBH2 による相乗効果が知られている。28) – 30), 33) – 37) しかしながら、エンド-エキソ型相乗
効果とは異なり、共にエキソ型である CBH1 と CBH2 による相乗効果の機構は、明確になっていな
い。また、CBH2 は、エキソ型機能の他にエンド型機能を有するとも言われている。33), 34) 
 
1.5 酵素糖化プロセスの課題 
セルラーゼは、デンプンを加水分解する酵素であるアミラーゼに比べて高価な酵素である。しか
も、結晶領域を有するセルロースはデンプンに比べて分解が困難であり、多量の酵素が必要となる
ため、セルロースの酵素糖化プロセスを実用化するためは、酵素コストを低減する必要がある。38) 
世界的な酵素メーカであるノボザイムズ社は、2010 年に当時の新型酵素として発表された Cellic 
Ctec2 によって、セルロース系バイオマスを原料としたエタノール製造において、酵素コストは約
50￠/ガロン(1USD=110 円とすると、約 15 円/L)まで低減されたと発表した。39) 
また、米国の国立再生可能エネルギー研究所(NERL)のレポート 40) では、酵素をエタノールプラ
ント内で生産(オンサイト生産)することによって酵素単価を低減し、酵素コストは 36￠/ガロン-エタ
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ノールとの試算結果が報告されている。一方、酵素の製造技術から試算した結果、酵素単価は
10.1＄/g、エタノールの生産に必要な酵素コストは 0.68￠/ガロンから 1.47￠/ガロンとの報告事例
もある。41) 
酵素コストは、酵素単価のみならず、酵素使用量、糖化率、発酵収率などの複数の因子が関与
する。酵素単価は酵素メーカが公表しないため不明であるが、酵素コストを 15～43 円/kg と仮定し
た場合、酵素の使用量、糖化率、あるいはその両方によって効率が 10%向上した場合には、エタノ
ールに占める酵素コストは 1.5 円～4 円低減することができることから、更なる開発が必要と考えら
れる。 
 
1.6 研究の目的と概要 
非食糧系バイオマスからエタノールを製造する酵素糖化プロセスのブロックフローを図 1.1 に示
す。初めに原料となるバイオマスを適当な方法（水蒸気爆砕や希硫酸処理など）により前処理し、
その構造を一部破壊して、酵素糖化されやすい構造に変える。次にこの前処理バイオマスを酵素
で糖化（加水分解）して単糖を生成する。酵素による糖化で得られた糖液に酵母菌などのエタノー
ル生産微生物を加えることでエタノールを製造でき、微生物の種類を変えることで、目的生産物を
変えることも可能となる。 
 
 
図 1.1 非食糧系バイオマス変換プロセスのブロックフローと従来の研究内容 
 
酵素糖化技術の実用化を目指して、これまでは、「前処理技術開発」、「酵素開発」、「発酵菌開
発」に研究の重点が置かれてきた。以下に各開発の代表的な目的を示す。 
 
前処理 ： 酵素糖化に適した、ホロセルロースの回収率が高い安価な技術 
酵素  ： 高活性で安価、低温での活性向上、ストレス耐性向上 
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発酵菌  ： 五単糖発酵収率の向上、阻害物耐性、耐熱性 
 
前処理装置の性能や酵素の性能を評価する場合、酵素の糖化実験を行ってデータを解析する
ことになるが、使用する容器の形状やサイズ、充填量、攪拌速度などの実験条件は研究者によっ
て異なり、酵素糖化の部分に関しては、十分な研究が行われてきたとは言えない。酵素糖化技術
の性能向上や経済性向上のためには、図 1.1 に示した従来の重点研究項目に加えて、糖化プロ
セスの開発が必要不可欠となる。前述したように、セルロースを糖化する酵素（セルラーゼ）は高価
であり、その酵素の活性向上や生産コストの削減とともに、糖化プロセスを最適化し、酵素の能力を
最大限に発揮させる場を作り上げることが必要不可欠である。そのためには、酵素によるバイオマ
スの糖化機構を正しく把握し、酵素の能力を最大限に発揮させるためには何が必要かを明確しに、
その対策を講じる必要がある。 
 
本論文では、以下の研究成果を報告する。 
1) 酵素糖化プロセスにおける酵素使用量低減の検討 
バイオマスを酵素糖化する場合、添加する酵素の量を少なくすると、糖化率が大きく低下してし
まうことが知られている。しかしその原因と対策は明確になっていない。本研究では、酵素使用量を
少なくすると糖化率が低下する原因を解明し、その対策を明らかにした。特に、バイオマスがリグニ
ンを含む場合と含まない場合とでは、その主たる原因が異なり、それぞれの対策を明らかにした。 
 
2) セルラーゼの疎水性吸着に対する添加剤の抑制効果の検討 
研究項目１）で、リグニンを含む水蒸気爆砕処理後のバイオマスに対する添加剤の有効性を明
らかにした。フェニルプロパンを基本骨格とするリグニンは疎水性を有しており、疎水性相互作用に
よるリグニンへの酵素の吸着を添加剤が抑制していることが考えられたため、研究項目 2）では、高
い疎水性を示すグラファイトをリグニンのモデル物質として用いて、添加剤の特性や作用機構を明
らかにした。 
 
3) 分画酵素による相乗効果の検討 
研究項目 1)で、酵素糖化反応における酵素の相乗効果の重要性を明らかにした。研究項目 3）
では、セルロースの糖化酵素に含まれる各成分酵素間の相乗効果を定量評価するとともに、相乗
効果機構を考察した。近年、ゲノム編集技術が著しく発展し、微生物の改変が容易になってきてい
るため、酵素の相乗効果に関する知見は、新たな酵素生産微生物の開発指針となる。 
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第2章 実験方法 
2.1 試料 
2.1.1 基質 
セルロースのモデル物質として、ろ紙(No. 2、アドバンテック東洋)、パルプ（針葉樹パルプと広葉
樹パルプ(日本製紙)）、および微結晶セルロース (PH0101、メルク)を使用した。ろ紙とパルプは約
2 mm × 5 mm に裁断して使用し、微結晶セルロースは粉末であるためそのまま使用した。 
実バイオマスは、水蒸気爆砕法で前処理したバガスとユーカリを使用した。反応圧力 3 MPaG、
蒸煮時間 5～10 分で水蒸気爆砕処理を行った後に 90～100℃の熱水で約 5 分間攪拌洗浄し、ろ
過で脱水したバガスとユーカリを使用した。NREL が公開している方法 42)で分析した水蒸気爆砕処
理後のバガスとユーカリの組成を表 2.1 に示す。 
 
表 2.1 水蒸気爆砕後のバガスとユーカリの組成分析結果 
 
 
2.1.2 糖化酵素 
セルラーゼ SS(ナガセケムテック)、Accellerase Duet(ジェネンコア)、Cellic Ctec2(ノボザイムズ)、
Cellic Ctec3(ノボザイムズ)、およびメイセラーゼ(明治製菓)を使用した。表 2.2 に各酵素の生産菌
とタンパク質濃度などの性状を示す。 
 
表 2.2 酵素の生産菌と性状 
 
  
セルロース キシラン リグニン+灰分 その他
爆砕バガス 43.1% 0.5% 49.8% 6.6%
爆砕ユーカリ 47.3% 0.1% 46.8% 5.8%
セルラーゼSS Accellerase Duet Cellic Ctec2 Cellic Ctec3 メイセラーゼ
生産菌
Trichoderma
reesei
Trichoderma
reesei
Trichoderma
reesei
Trichoderma
reesei
Trichoderma
viride
タンパク質濃度
[g/L]
120 76 159 304 394
FPU
[U/ml]
158 102 147 225 498
至適pH
[-]
5.0 - 6.0 4.3 - 4.6 5.0 - 5.5 4.8 - 5.2 -
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2.1.3 添加剤 
セルロースの酵素糖化を促進するための添加剤として、第 3 章で述べる酵素使用量低減の検討
には、牛血清アルブミン(BSA、和光純薬)、乳清（農協提供品）、ゼラチン（新田ゼラチン）、第 4 章
で述べる疎水性相互作用による酵素の吸着挙動と添加剤の機能の検討には、牛血清アルブミン、
ポリエチレングリコール(PEG-6000P、三洋化成工業)、Tween80(MP Biomedicals)を使用した。 
 
第 4 章の検討では、リグニンのモデル物質として、高い疎水性を示すことが知られているグラファ
イト(膨張化黒鉛(EC300)、伊藤黒鉛)を使用した。グラファイトには鱗片状黒鉛、熱分解黒鉛、膨張
化黒鉛があるが、多量のグラファイトを糖化実験に使用すると、セルロースへの酵素の吸着に対し
て物理的な阻害影響が出る可能性があるため、比表面積の測定などの事前検討を行った結果、
本研究では膨張化黒鉛を選定した。 
 
2.2 糖化実験方法 
バッフル付きガラス製三角フラスコ（200～500 mL）に、所定量の基質と 50 mM 酢酸ナトリウム緩
衝液(pH 5.0)で希釈した所定量の酵素水溶液を加え、実験中の蒸発による水の損失を防ぐために、
アルミホイルで蓋をした。恒温チャンバー(FMS-1000、東京理化器械)内に設置した振とう機(MMS-
310、東京理化器械)を用いて、振とう速度 0～120 rpm、反応温度 50℃で糖化実験を行った（図
2.1）。また、振とうさせない静置状態で糖化を行う場合は、250 mL の遠心瓶を用いた。 
尚、溶存酸素による酵素糖化への影響を確認するために、基質と酵素水溶液を入れた後に、容
器上部の空気をアルゴンガスで置換してから糖化実験を行ったが、空気を置換しない場合と糖化
挙動に差が無く、セルロースの酵素糖化反応に対して溶存酸素の影響は見られなかった。 
 
図 2.1 糖化実験装置 
(左上が静置条件で糖化を行っているケース) 
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2.3 分析方法 
糖化実験で採取したサンプルは、遠心分離(16,000 G、10 分、4℃)後の上澄み液をフィルター
(マイレクス LH、0.45 μm、メルク)でろ過した後に分析を行った。グルコース濃度は高速液体クロ
マトグラフィー(LC-20、島津製作所)、タンパク質濃度は BSA を標準物質として Bradford 法（DC プ
ロテインアッセイキット、Bio-Rad）で測定した。 
液相中の各セルラーゼ成分の濃度変化は、SDS-PAGE(10%ポリアクリルアミドゲル、染色試薬：ク
マシーブリリアントブルー R-250(Bio-Rad))を行い、その各バンドの濃度変化をデンシトグラフで画
像解析した（CS Analyzer ver.2.0 ATTO Co.）。 
 
2.4 分画酵素調製方法 
本研究では、次の 2 種類の手法によりセルラーゼの成分酵素を分離精製した。検討の初期は
「手法-1」を採用し成分酵素の分離を図り糖化実験に用いた。その後、さらに実験結果の精度を上
げることを目的に、分離精製法を再検討し、高精度に分離精製が可能となる「手法-2」を確立した。 
 
[手法-1] 
CBH2 を含まない CBH1 が主成分となる酵素の調製方法は以下の通り。Cellulase SS 1.2 g-
protein/L(50 mM 酢酸バッファー)溶液を調製し、この酵素溶液 200 mL を 500 mL のバッフル付き
三角フラスコで、50℃、120 rpm、2 日間振とうし、CBH2 を失活させた。 
 
CBH2 が主成分となる酵素の調製方法は以下の通り。セルラーゼ SS を、陰イオン交換カラム
(HiloadQ Sepharose HP (GE Healthcare))を備えた中圧クロマトグラフィー ((AKTA Pure (GE 
Healthcare))で処理し、50 mM Tris-HCl (pH 7.5), 50 mM NaCl でバッファー置換濃縮した。その
後、50 – 500 mM の NaCl のリニアグラジエントによって CBH2 画分を溶出分離した。 
 
本研究では、前者（CBH1 が主成分の酵素）を Enzyme A、後者（CBH2 が主成分の酵素）を
Enzyme B と呼ぶ。Enzyme A と Enzyme B の組成を表 2.3 に示す。 
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表 2.3 手法-1 による分画酵素組成 
 
 
[手法-2] 
セルラーゼ SS を透析膜(スペクトラ／ポア CE 透析用チューブ(funakoshi))を用いて 20 ｍM Tris-
HCl (pH7.5)にバッファー置換した後、UF 膜(Vivaflow 200 MWCO 50,000, sartorius)を用いて濃縮
し、バッファー置換濃縮セルラーゼ SS 液を得た。その後、中圧クロマトグラフィー((AKTA Pure (GE 
Healthcare))を用い、バッファー置換濃縮セルラーゼ SS 液を陰イオン交換カラム (HiloadQ 
Sepharose HP (GE Healthcare))に供し、バッファーA(20 mM Tris-HCl (pH 7.5))からバッファーB(20 
mM Tris-HCl (pH 7.5), 500 mM NaCl)へのリニアグラジエントによって、CBH1 粗画分、CBH2+EG2
粗画分、および EG1 画分を溶出分離した。 
CBH1 粗画分、および CBH2+EG2 粗画分は、それぞれ UF 膜(Vivaflow 200 MWCO 50,000, 
sartorius)によって 2 M Ammonium Acetate (pH 6.0)にバッファー置換、濃縮した。バッファー置換
濃縮した CBH1 粗画分は、疎水性カラム(HiPrep Butyl FF (GE Healthcare)）に供し、バッファーA(2 
M Ammonium Acetate (pH 6.0))からバッファーB(20 mM Ammonium Acetate (pH 6.0)) )へのリニア
グラジエントによって、精製 CBH1 画分を得た。また、バッファー置換濃縮した CBH2＋EG1 粗画
分は、疎水性カラム(HiPrep Butyl FF (GE Healthcare))に供し、バッファーA(2 M Ammonium 
Acetate (pH 6.0))からバッファーB(20mM Ammonium Acetate (pH 6.0))へのステップワイズによって、
精製 CBH2 画分、および精製 EG1 画分を得た。得られた精製画分は、酵素糖化実験に利用する
ために、UF 膜(Vivaflow 200 MWCO 50,000, sartorius)を用いて 50 mM 酢酸バッファーにバッファ
ー置換した。 
 
分画した各成分酵素を SDS Page で分析した結果を図 2.2 に示す。 
Component Enzyme A Enzyme B
BGL 5.1% 4.9%
CBH1 64.9% 0.3%
CBH2 3.5% 47.1%
EG1 8.4% 4.0%
EG2 5.6% 14.0%
Others 12.5% 29.7%
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図 2.2 SDS-Page による分析結果 
 
2.5 実験結果の評価 
本研究では、基質として主にろ紙および水蒸気爆砕後のバガスとユーカリを使用した。ろ紙を基
質として使用する場合は基質濃度を 10 w/v% (ろ紙を 10 g 使用した場合は、酵素水溶液を 100ml
添加)とした。基質濃度が 10 w/v%の場合、ろ紙を完全に糖化した時の理論上の最高グルコース濃
度は 104 g/L となるが、酵素を過剰に添加しても生成グルコース濃度は約 90g/L に留まった。原
因として、糖化反応の進行に伴って固体である基質が減少し、基質に対する酵素の割合が過剰と
なった結果、基質表面の酵素が過密になることで糖化反応が止まった可能性が考えられる。34) ま
た、水蒸気爆砕後のバガスとユーカリを基質として使用する場合は、基質濃度を 20 w/v%とした。表
2.1 に示したセルロース含有率から計算した理論上の最高グルコース濃度は、水蒸気爆砕バガス
は 90 g/L、水蒸気爆砕ユーカリは 99 g/L となるが、実験条件によってはこれらの理論上の最高グ
ルコース濃度よりも高い値が得られた。理由として、NERL の組成分析法はバイオマスを硫酸処理
してセルロース含有率を測定しているため、グルコースの過分解によって本来バイオマスに含まれ
ているセルロース含有率よりも測定値は低い値になっている可能性が考えられる。上記の検討結
果から、本研究では収率ではなく、グルコース濃度で検討結果を評価した。 
尚、酵素糖化反応に対する様々な操作因子の影響を相対評価するために、第 3 章以降に示す
多くの実験条件でサンプル数は 1 点で実験を行ったが、新たな基質や酵素を用いる際には、複数
のサンプルを用いて予備検討を行い、実験結果の誤差を確認してから各種検討を行った。また、
水蒸気爆砕後のバガスとユーカリは、複数の保管容器に分けて保存する前に全体を混ぜて均質
化すると共に、各保管容器から数点サンプルを採取してサンプル間の大きなバラつきが無い事を
確認した後に実験に使用した。 
Line 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Marker
97.2kda
66.4kda
45.0kda
29.0kda
20.1kda
14.3kda
CBH1 CBH2
EG1
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第3章 酵素法糖化プロセスにおける酵素使用量低減の検討 
3.1 緒言 
セルロース系バイオマスの酵素糖化反応では、酵素添加量（基質に対する酵素使用量）によっ
て糖化率が変化することが知られており、酵素添加量を少なくすると、糖化率が大きく減少する。こ
の現象は、リグニンを含む前処理後のバイオマスのみならず、ろ紙や微結晶セルロースなどのセル
ロースの糖化においても報告されている。43) – 47) セルロースの糖化反応において、酵素は触媒とし
て機能する。触媒は反応速度には影響するが平衡には影響しないため、酵素添加量は糖化速度
には影響するが、糖化率には影響しないはずである。酵素の添加量を少なくすると糖化率が大きく
減少する理由として、酵素の安定性、生成物阻害、酵素の失活などの理由が考えられているが 27), 
48), 49)、原因は明らかにはなっていない。 
 
セルロースの酵素糖化プロセスを実用化するためには、酵素使用量を削減して経済性の向上を
図る必要がある。そこで、酵素添加量を少なくすると糖化率が減少する理由の解明とその対策を検
討した。種々の実験の結果、ろ紙、パルプ、微結晶セルロースなどのリグニンを含まないバイオマス
に対しては、攪拌ストレスが大きく影響していることが分かった。一方、水蒸気爆砕処理で前処理し
たバガスやユーカリなどのリグニンを含バイオマスに対しては、添加剤の効果が大きいことが分かっ
た。本章では、その研究成果を述べる。 
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3.2 結果と考察 
3.2.1 セルロースの糖化実験結果 
(1) 酵素添加量の影響 
セルロースの酵素糖化に対する酵素添加量の影響を確認するために、ろ紙を基質として糖化実
験を行った。基質濃度を 10 w/v%、酵素添加量を 1.2 ～ 120 mg/g として糖化実験を行った結果
を図 3.1 に示す。尚、酵素添加量は、基質 1 g に対する酵素水溶液中のタンパク質量を意味する。 
120 rpm の振とう条件における糖化実験結果を図 3.1 (a)に示す。酵素添加量が 60 mg/g 以上
では、糖化速度および最終到達グルコース濃度(実験終了時の生成グルコース濃度)に差は見ら
れず、92 g/L のグルコースが得られた。一方、酵素添加量が 60 mg/g 以下の場合は、糖化速度の
低下のみならず、最終到達グルコース濃度も低下した。緒言で述べた様に、触媒は平衡には影響
しないはずであるが、セルロースの酵素糖化においては、生体触媒である酵素(セルラーゼ)は、最
終到達グルコース濃度、すなわち糖化率に影響を与える結果となり、既往の研究と同様の現象が
確認された。43) – 47) 以後、酵素添加量を少なくすると糖化率が低下する現象を「頭打ち現象」と呼
ぶ。 
 
頭打ち現象の原因として、攪拌ストレスが影響していると考え、攪拌ストレスを与えない条件、す
なわち、反応容器を攪拌（振とう）せずに、静置条件での糖化実験を試みた。但し、サンプリングを
行う際には、反応物を均質化するために、反応容器内部を穏和に攪拌してからサンプリングを行っ
た。既往の研究では、攪拌ストレスによる酵素の失活の可能性を指摘している報告も見受けられる
が、静置条件で糖化反応を行い、振とう条件との比較検討を行った研究例は無かった。50) - 53)  
静置条件におけるろ紙の糖化実験結果を図 3.1 (b)に示す。振とう条件における実験結果と同様
に、酵素添加量を減らすと糖化速度は低下したが、最終到達グルコース濃度に対する影響は小さ
く、振とう条件に比べて少ない酵素添加量で高い糖化率が得られた。また、酵素添加量が 6 mg/g
以下の実験では、実験終了時においても糖化反応が進行してグルコース濃度は増加し続けてい
るため、反応時間を延ばすことによって酵素添加量が 6 mg/g 以上と同等の最終到達グルコース濃
度が得られると考えられる。 
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図 3.1 ろ紙の酵素糖化に対する酵素添加量の影響 
 ((a) 振とう条件 (120rpm)、(b) 静置条件、基質濃度：10 w/v%、酵素：セルラーゼ SS) 
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振とう条件と静置条件における、ろ紙に対する酵素添加量と最終到達グルコース濃度の関係を
図 3.2 に示す。振とうストレスを与えずに静置条件で糖化反応を行うことによって、酵素添加量を少
なくしても高い糖化率を維持できることが明らかとなった。振とう条件では、90 g/L 以上のグルコー
スを生成するためには 60 mg/g 以上の酵素添加量が必要であったが、静置条件では 6 mg/g まで
酵素添加量を減らすことができた。 
 
 
 
図 3.2 ろ紙の酵素糖化における酵素添加量と最終到達グルコース濃度の関係 
(基質濃度：10 w/v%、酵素：セルラーゼ SS) 
 
以後、振とう条件における糖化実験を「振とう法」、静置条件における糖化実験を「静置法」、静
置法によって糖化率に対する酵素添加量の影響が軽減される現象を「静置効果」と呼ぶ。 
 
基質と酵素を変えて振とう法と静置法の糖化挙動の違いを確認した結果を図 3.3 と図 3.4 に示
す。基質は微結晶セルロース、針葉樹パルプ、広葉樹パルプ、酵素は Accellerase Duet、Cellic 
Ctec2、メイセラーゼを使用して糖化実験を行った結果、図 3.1 に示したろ紙とセルラーゼ SS によ
る糖化実験と同様に静置効果が確認された。 
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図 3.3 各種セルロースに対する静置効果 
((a) 微結晶セルロース、(b) 針葉樹パルプ、(c) 広葉樹パルプ、 
基質濃度：10 w/v%、酵素：セルラーゼ SS、 
シンボルの白抜きは振とう法、塗潰しは静置法における実験結果)  
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図 3.4 各種酵素に対する静置効果 
((a) Accellerase Duet、(b) Cellic Ctec2、(C) メイセラーゼ、 
基質：ろ紙、基質濃度：10 w/v%)、 
シンボルの白抜きは振とう法、塗潰しは静置法における実験結果。) 
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酵素を 120 mg/g 添加して振とう法と静置法でろ紙の糖化実験を行った場合の、液相中のグルコ
ース濃度とタンパク質濃度の経時変化を図 3.5 に示す。酵素添加量が多いために糖化挙動の差
は見られなかったが、液相中のタンパク質濃度の経時変化には違いが見られた。酵素は固体であ
る基質に吸着して糖化反応が進行するため、振とう法と静置法ともに、反応開始後に液相中のタン
パク質濃度は低下した。その後、液相中のタンパク質濃度が増加しているのは、糖化反応の進行
に伴ってセルロースに対する酵素の割合が増加し、セルロース表面への酵素の吸着量が飽和した
ために、一部の酵素が液相に遊離したと考えられる。グルコース濃度が 90 g/L に達して糖化反応
がほぼ終了したと考えられる 11 日目の液相中のタンパク質濃度は、振とう法は初期濃度に対して
46 %、静置法は 82 %であった。糖化反応の進行に伴って液相中に遊離した酵素量に差が出た理
由として、振とう法では遊離した酵素が振とうストレスによって失活したと考えられる。また、本実験
は多量の酵素を加えているが、少ない酵素添加量で糖化反応を行った場合、酵素は固体への吸
着と液相への遊離を繰り返していると考えられ、振とう条件では液相に遊離した際に、振とうストレス
によって一部の酵素が失活したために、頭打ち現象が生じたと推察される。 
 
 
図 3.5 酵素糖化反応中のグルコース(a)とタンパク質濃度(b)の経時変化 
(基質：ろ紙、基質濃度：10 w/v%、酵素：セルラーゼ SS、酵素添加量：120 mg/g、 
シンボルの白抜きは振とう法、塗潰しは静置法における実験結果。)  
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(2) 酵素に対する振とうストレスの影響 
振とうストレスが糖化反応に与える影響を調べるために、ろ紙を基質として振とう法と静置法を組
み合わせた糖化実験結果を図 3.6 に示す。振とう法から静置法に切り替えた糖化実験(図 3.6 (a))
では、振とう法の時間が長くなるに伴って最終到達グルコース濃度は下がり、振とう法で 7 日間糖
化反応を行った後に静置法に切り替えた場合の最終到達グルコース濃度は、実験開始時から振と
う法で糖化した場合と同等の結果となった。また、静置法から振とう法に切り替えた糖化実験(図3.6 
(b))では、静置法の時間が長くなるに伴って、最終到達グルコース濃度が増加することが示された。 
 
 
 
図 3.6 振とう時間がろ紙の酵素糖化に与える影響 
((a) 振とう→静置、(b) 静置→振とう、 
基質：ろ紙、基質濃度：10 w/v%、酵素：セルラーゼ SS、酵素添加量：6 mg/g) 
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これまでに示した糖化実験結果から、振とう法によって最終到達グルコース濃度が低下すること
が明らかとなったため、酵素に対する振とうストレスの影響を調べた。 
ろ紙を加えていないセルラーゼ SS と Accellerase Duet の酵素水溶液を用いて、振とう条件と静
置条件における液相中のタンパク質濃度の経時変化を測定した結果を図 3.7 に示す。酵素水溶
液中のタンパク質濃度を 0.6 g/L（酵素添加量として 6 mg/g に相当）に調整した酵素水溶液 200 
ml を 500 ml バッフル付き三角フラスコに仕込み、温度 50℃、振とう実験の振とう速度は 120 rpm で
実験を行った。 
振とう条件では、振とう開始直後に液相中のタンパク質濃度が急激に下がり、初期のタンパク質
濃度に対して、7 時間後にはセルラーゼ SS は 20 %、Accellerase Duet は 30 %低下した。また、既
往の報告と同様に、酵素水溶液中に、振とうストレスによって失活した酵素と考えられる析出物が
確認された。52) 一方、静置条件でも、時間と共にタンパク質濃度は低下したが、振とう開始直後に
見られたタンパク質濃度の急激な低下は認められず、時間と共にタンパク質濃度は徐々に下がり、
初期のタンパク質濃度に対して 20 %低下するまでに約 10 日間を要した。この結果から、図 3.5 に
示した振とう法と静置法の液相中のタンパク質濃度の挙動の違いは、振とう法においては、液相中
の酵素が振とうストレスによって失活したためであることが示された。 
 
 
図 3.7 酵素の失活に対する振とうストレスの影響 
(タンパク質濃度は、初期値で規格化した値を示した。) 
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図 3.7 に示した実験で振とう開始直後に液相中のタンパク質濃度が大きく低下したことから、振
とうストレスによって短時間で失活する酵素がろ紙の酵素糖化に与える影響を確認するために、振
とうストレスを与えた酵素水溶液を用いて糖化実験を行った。 
酵素水溶液中のタンパク質濃度を 0.6 g/L に調整し、ろ紙を加えずに 24 時間振とうした酵素水
溶液を用いたろ紙の糖化実験結果を図 3.8 に示す。図中には、振とうしていない酵素水溶液を用
いた糖化実験結果も示した。24 時間の振とうによって液相中のタンパク質濃度は 0.6 g/L から 0.34 
g/L に低下したため、24 時間振とうした酵素水溶液を用いた糖化実験の酵素添加量は 3.4 mg/g
となる。従って、24 時間振とうした酵素水溶液を用いた場合は、振とうしていない酵素水溶液を用
いた場合に比べて糖化速度が低下することは想定した通りであったが、振とう法と静置法で生成グ
ルコース濃度に差が無く、静置効果が認められなかった。 
 
 
図 3.8 振とう酵素によるろ紙の糖化実験結果 
(基質：ろ紙、基質濃度：10 w/v%、酵素：セルラーゼ SS(振とう酵素)) 
[凡例]〇：原液酵素、△：振とう酵素、白抜き：振とう法、塗潰し：静置法) 
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更に、24 時間振とうした酵素水溶液のタンパク質濃度を変えて、静置法でろ紙の糖化実験を行
った結果を図 3.9、酵素添加量と最終到達グルコース濃度の関係を図 3.10 に示す。 
図 3.1(b)に示した原液酵素を用いた静置法の糖化実験結果と異なり、24 時間振とうした酵素水
溶液を用いた場合は、酵素添加量の低下に伴って最終到達グルコース濃度が低下し、静置効果
が認められなかった。また、酵素添加量と最終到達グルコース濃度との関係(図 3.10)は、原液酵素
を用いた振とう法による最終到達グルコース濃度とほぼ一致する結果となった。 
図 3.8 から図 3.10 に示した様に、基質を加えずに振とうした酵素を用いた場合には静置効果が
認められなかったことから、図 3.7 に示した実験結果において、振とう開始直後のタンパク質濃度
の低下、すなわち、酵素の失活が静置効果に影響していることが示唆された。 
 
図 3.9 静置法による振とう酵素の糖化実験結果 
(基質：ろ紙、基質濃度：10 w/v%、酵素：セルラーゼ SS(振とう酵素)) 
 
図 3.10 振とう酵素の酵素添加量と最終到達グルコース濃度の関係  
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(3) 静置効果に寄与する成分酵素の同定 
攪拌ストレスによる酵素（セルラーゼ）の失活は、既往の研究で報告されている 50), 52) - 54) が、複
合酵素であるセルラーゼの成分酵素に対する攪拌ストレスの影響は明らかになっていない。そこで、
セルラーゼ SS を用いて代表的な成分酵素としてセルロースの結晶領域に作用するセロビオハイド
ロラーゼ(CBH1、CBH2)、セルロースの非結晶領域に作用するエンドグルカナーゼ(EG1、EG2)、お
よびセロビオースをグルコースに加水分解するβ-グルコシダーゼ(BGL)の振とうおよび静置条件
における挙動を調べた。 
タンパク質濃度を 6 g/L に調整した酵素水溶液を用いて、基質を加えずに、振とうおよび静置条
件における液相中のタンパク質濃度の経時変化を調べた。SDS-Page の解析結果から求めた各成
分酵素の経時変化を図 3.11 に示す。 
振とう条件(図 3.11(a))では、CBH2 が振とう開始直後から急激に濃度が低下し、7 時間後の減少
率は 85 %であった。一方、CBH1 と BGL は CBH2 に比べて振とうストレスによる影響は小さく、10
日後の減少率は約 20 %であった。EG1 と EG2 にも振とうストレスの影響が見られたが、CBH2 に比
べると濃度の低下は緩やかであった。 
尚、CBH2 は振とう開始直後に急激に低下して、その後、初期濃度の約 15%で推移している。し
かし、約 15%の CBH2 が生き残っているわけではなく、CBH2 よりも分子量が大きいタンパク質が振
とうストレスで分解して、その断片が SDS-Page の CBH2 のバンド付近に出ており、CBH2 は振とう
開始後速やかに全量が析出したと考えられる。一方、静置条件(図 3.11(b))においては、振とう条件
に比べて CBH2 の濃度低下は緩やかであり、1 日後の減少率は 20%に留まった。また、CBH2 以外
のセルラーゼ成分酵素の濃度低下は見られなかった。 
 
これらの結果より、CBH2 は他のセルラーゼ成分酵素に比べて振とうストレスに弱く、セルロース
の酵素糖化おいて、振とう条件で「頭打ち現象」が生じる原因は、CBH2 の失活が原因であることが
明らかとなった。本実験結果と異なり、CBH1 が攪拌ストレスによって失活する報告もあるが 53)、実
験に使用した酵素が異なることや、既往の研究では分画精製した CBH1 を用いていることから、本
実験で使用した複数の成分酵素が含まれている原液酵素との差が見られた可能性がある。 
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図 3.11 セルラーゼ成分酵素の経時変化 
((a)振とう条件、(b)静置条件、酵素：セルラーゼ SS) 
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(4) 静置条件における CBH2 の役割 
静置条件、すなわち CBH2 が失活しにくい条件で、セルロースの糖化に及ぼす CBH2 の効果を
調べだ。第 2 章の表 2.3 に成分酵素の組成を示した CBH1 と CBH2 の組成比が異なる分画酵素
の酵素水溶液を用いてろ紙の糖化実験を行った。 
CBH1 を主成分する分画酵素（Enzyme A）と CBH2 を主成分とする分画酵素（Enzyme B）の混
合比率を変えた静置法によるろ紙の糖化実験結果を図 3.12 に示す。各分画酵素を単独で用いた
場合は、90 日後のグルコース濃度は Enzyme A は 54 g/L、Enzyme B は 71 g/L であった。一方、
Enzyme A と Enzyme B を混合して使用した場合はグルコース生成量が増加し、本実験の条件にお
いては、Enzyme A と Enzyme B を 1:3 の割合で混合した時に最も生成グルコース濃度が高く、90
日後に 100g/L のグルコースが生成された。 
既往の研究においても CBH1 と CBH2 が共存することによってセルロースの糖化率が増加する
ことが報告されている 28) – 30), 33) – 36), 55) – 58) が、既往の研究では振とう条件で実験が行われている。
本実験結果により、振とう条件においては CBH2 が失活することが明らかとなったが、既往の研究
では 1.5 ～ 2 ml のプラスチックチューブを用いて 0.5 ～ 1 ml の試料を用いた小スケールで実験
が行われている。そのため、振とう条件でも攪拌ストレスが小さく、CBH2 の失活が抑制された結果、
本実験結果との違いが出たと考えられる。実験結果は示していないが、反応容器中の試料の充填
量を増した場合には攪拌ストレスが弱まり、CBH2 の失活が抑制されることを確認している。 
 
図 3.12 分画酵素を用いたろ紙の糖化実験結果 
(基質：ろ紙、基質濃度：10 w/v%、静置条件)  
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(5) 振とう速度の影響 
振とうストレスを与えない静置法で酵素糖化を行うことによって、CBH2 の失活が抑制され、酵素
添加量を低減できることが明らかとなった。一方、商業規模の反応装置においては、スラリーの均
質化、温度や pH の制御、および生成物阻害の抑制を目的とした物質移動の観点から、攪拌は重
要な操作である。そこで、セルロースの酵素糖化に対する振とうストレスの影響を確認した。 
振とう速度と酵素添加量を変えた糖化実験結果、および振とう速度と最終到達グルコース濃度
の関係を図 3.13 に示す。振とう速度を変えてろ紙の糖化実験を行った結果、振とう速度の増加に
よって最終到達グルコース濃度は低下したが、60 rpm では静置条件と同等の生成グルコース濃度
が得られた。この結果から、商業装置では酵素に対する撹拌機によるストレスを適切にコントロール
することで、静置条件と同様の糖化率が得られると考えられる。 
 
 
 
図 3.13 (a) (b) ろ紙の酵素糖化に対する振とう速度の影響 
(酵素添加量：(a) 6 mg/g、(b) 12 mg/g、基質濃度：10 w/v%、酵素：セルラーゼ SS) 
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図 3.13 (c) ろ紙の酵素糖化に対する振とう速度の影響 
(基質濃度：10 w/v%、酵素：セルラーゼ SS) 
 
 
 
 
 
 
3.2.2 水蒸気爆砕バイオマスの糖化実験結果 
3.2.1 に示した実験結果から、セルロース(ろ紙、パルプ、微結晶セルロース)の酵素糖化におい
て頭打ち現象が起こる機構を解明し、少ない酵素添加量で高い糖化率を得るための対策が明らか
になった。本項では、リグニンを含む実バイオマス（水蒸気爆砕処理を行ったバガスとユーカリ）を
基質として、酵素糖化機構の解明と糖化率の向上対策を検討した結果を示す。 
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(1) 実バイオマスの酵素糖化に対する静置効果 
Accellerase Duet を用いて振とう法と静置法で水蒸気爆砕バガスの糖化実験を行った結果を図
3.14 に示す。振とう法による糖化実験では、図 3.1 に示したろ紙の糖化実験結果と同様に、酵素添
加量の低下に伴って糖化速度と最終到達グルコース濃度が低下する結果が得られた。（図 3.14 
(a)） 一方、酵素添加量を 4 mg/g と 2 mg/g で糖化実験を行った結果、ろ紙やパルプなどのセルロ
ースの酵素糖化とは異なり、水蒸気爆砕ユーカリに対しては静置効果が認められなかった。(図
3.14(b)) 
 
 
 
図 3.14 水蒸気爆砕バガスに対する静置効果 
((a) 振とう法、(b) 振とう法と静置法の比較、基質濃度：20 w/v%、酵素：Accellerase Duet)  
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酵素はセルラーゼ SS、基質は水蒸気爆砕ユーカリを用いて、酵素添加量 6 mg/g と 30 mg/g で
糖化実験を行った。グルコース濃度とタンパク質濃度の経時変化を図 3.15 に示す。 
ろ紙の糖化では酵素添加量 6 mg/g で静置効果が認められたが、水蒸気爆砕ユーカリに対して
は振とう法と静置法のグルコース濃度の経時変化はほぼ一致し、図 3.14 に示した水蒸気爆砕バガ
スの糖化実験結果と同様に静置効果は認められなかった。また、液相中のタンパク質濃度を測定
した結果、酵素添加量が 6 mg/g の場合は、静置法でも液相に酵素が遊離しておらず、酵素は基
質に吸着した状態であったと考えられる。 
 
 
  
図 3.15 水蒸気爆砕ユーカリに対する静置効果 
((a) 糖濃度の経時変化、(b) タンパク質濃度の経時変化 
基質濃度：20 w/v%、酵素：セルラーゼ SS)  
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(2) 実バイオマスの酵素糖化に対する添加剤の効果 
図 3.14 と図 3.15 に示した様に、水蒸気爆砕処理後のユーカリとバガスに対して静置効果が見
られなかった。静置効果が表れたろ紙やパルプとの違いとして、セルロースの結晶構造とリグニン
の有無が考えられるが、リグニンが実バイオマスの酵素糖化における頭打ち現象に関与していると
考え、リグニンへの酵素の吸着抑制を試みた。ウシ血清アルブミン(BSA)の添加による効果を確認
した糖化実験結果を図 3.16 に示す。基質に対して BSA を 45 mg/g 添加して、Cellic Ctec2 を用い
て水蒸気爆砕処理後のユーカリとバガスの糖化実験を行った。酵素添加量を 0.3 mg/g、0.5 mg/g、
1 mg/g として、振とう法と静置法で糖化実験を行った結果、BSA を添加することによって糖化率は
増加したが、振とう法と静置法の糖化率に大きな差は無く、水蒸気爆砕バガスでは振とう法が静置
法よりも糖化率が上回る結果となった。 
 
 
図 3.16 水蒸気爆砕バイオマスの酵素糖化に対する静置効果 (BSA 添加) 
(基質：(a)ユーカリ、(b)バガス、基質濃度：20 w/v%、酵素：Cellic Ctec2、BSA 添加量：45 mg/g) 
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リグニンを含む水蒸気爆砕ユーカリと水蒸気爆砕バガスに対しては、静置効果が認めらなかっ
たが、BSA の添加によって糖化率が増加する結果が得られたため、酵素添加量の低減対策として
添加剤の検討を行った。尚、添加剤の評価実験は、振とう条件(120 rpm)で行った。 
基質に対して BSA を 15 mg/g、30 mg/g、45 mg/g 添加して、水蒸気爆砕ユーカリの糖化実験を
行った結果を図 3.17 に示す。BSA の添加によって糖化率は増加し、更に添加量の増加に伴って
酵素糖化が促進されることが確認された。 
 
また、各種酵素に対する BSA の添加効果を調べるために、水蒸気爆砕ユーカリの糖化実験を
行った結果を図 3.18 に示す。酵素はセルラーゼ SS、Accellerase Duet、Cellic Ctec2 を使用し、酵
素添加量は 3.8 mg/g、BSA の添加量は 30 mg/g とした。 
酵素の種類によらず、BSA の添加の添加によって糖化反応が促進され、本実験で使用した酵素
の中では、Cellic Ctec2 が最も高い酵素活性を有することが示された。 
 
30 w/v%の高濃度基質条件における BSA 添加の効果を確認するために、BSA の有無による酵
素添加量が糖化率に与える影響を確認した結果を図 3.19 に示す。 
基質に対して BSA を 16 mg/g 添加した場合(図 3.19(b))は、BSA を添加していない場合(図
3.19(a))に比べて酵素添加量の低下に伴う最終到達グルコース濃度の低下度合いが小さくなること
が確認された。また、BSA の添加によって 140 g/L 以上のグルコースを生成するための酵素添加
量が 10 mg/g から 4 mg/g に抑えられることが確認された。(図 19(c)) 
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図 3.17 水蒸気爆砕ユーカリの酵素糖化に対する BSA の効果 
(基質濃度：20 w/v%、酵素：セルラーゼ SS、酵素添加量：4 mg/g、振とう法) 
 
 
 
 
図 3.18 各種酵素に対する BSA の効果 
(基質：爆砕ユーカリ、基質濃度：20 w/v%、 
酵素添加量：3.8 mg/g、BSA 添加量：30 mg/g、振とう法) 
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図 3.19 高濃度基質条件における水蒸気爆砕バガスの酵素糖化に対する BSA の効果 
(BSA 添加量：(a) 無し、(b) 30 mg/g、基質濃度：20 w/v%、酵素：Cellic Ctec2、振とう法) 
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図 3.17 から図 3.19 に示した実験結果から BSA の効果が確認されたが、BSA は高価であるた
め、商業化を想定して安価な添加剤として乳清の利用を試みた。水蒸気爆砕バガスを基質として、
乳清の添加効果を確認した実験結果を図 3.20 に示す。 
図中には、比較実験として実施した BSA を 15 mg/g 添加した実験結果も示した。乳清の添加量
の増加に伴ってグルコース生成量が増加し、BSA と同様に乳清にも酵素糖化を促進する効果があ
ることが示された。また、BSA と同等の糖化率を得るために必要な乳清の添加量は、BSA に比べて
少ないことが示された。 
 
 
図 3.20 水蒸気爆砕バガスの酵素糖化に対する乳清の効果 
(基質濃度：20 w/v%、酵素：Cellic Ctec2、酵素添加量：2 mg/g、振とう法)  
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乳清の添加による酵素添加量への影響を調べた結果を図 3.21 に示す。乳清を添加しない場合
は、酵素添加量を 12 mg/g から 3 mg/g に減らすと最終到達グルコース濃度が大幅に低下したが、
乳清を添加することによって、酵素添加量の減少による糖化率への影響が小さくなり、少量の酵素
添加量で乳清を添加していない場合の酵素添加量 12 mg/g と同等の最終到達グルコース濃度が
得られることが示された。 
酵素添加量 12 mg/g の糖化サンプル(図中の▲と△)と、乳清を添加した酵素添加量 6 mg/g の
糖化サンプル(図中の＊)を用いて、各成分酵素の経時変化を測定した結果を図 3.22 に示す。各
条件の糖化挙動はほぼ同じであるが、液相中のタンパク質濃度の経時変化には大きな差が見られ、
乳清の添加によって液相に遊離する酵素の量が増加することが確認された。この結果は、乳清を
添加しない場合は、酵素の一部はリグニンに吸着して酵素糖化に寄与しておらず、酵素糖化が進
行しても液相に遊離しなかった可能性を示唆していると考えられる。 
 
 
 
図 3.21 水蒸気爆砕ユーカリの酵素糖化に対する乳清の効果 
(基質濃度：20 w/v%、酵素：セルラーゼ SS、乳清添加量：40 mg/g、振とう法) 
 
0
20
40
60
80
100
120
140
0 10 20 30
G
lu
co
se
 C
on
ce
nt
ra
ti
on
 [
g/
L
]
Time [day]
2 mg/g 3 mg/g
4 mg/g 6 mg/g
8 mg/g 12 mg/g
3 mg/g (No Whey) 12 mg/g (No Whey)
35 
 
 
 
 
 
 
 図 3.22 乳清を添加した酵素糖化における各セルラーゼ成分酵素の挙動 
(基質：水蒸気爆砕ユーカリ、基質濃度：20 w/v%、 
酵素：セルラーゼ SS、乳清添加量：40 mg/g、振とう法) 
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更に安価な添加剤として、酵母菌を水酸化ナトリウム水溶液で加熱処理し、酵母から抽出したタ
ンパク質を酵素糖化の添加剤として利用することを試みた。温度を 90～95℃で 5 分間加熱処理す
る際の水酸化ナトリウムの濃度を変えて調整した酵母抽出タンパク質を用いて、酵素糖化への影
響を調べた結果を図 3.23 に示す。 
基質に対して酵母抽出タンパク質の添加量を 15 mg/g で糖化実験を行った結果、酵母からタン
パク質を抽出する際の水酸化ナトリウムの濃度による影響は小さく、BSA を 30 mg/g 添加した場合
と同等の生成グルコース濃度が得られることが確認された。 
 
 
 
図 3.23 酵母抽出液の酵素糖化に対する効果 
(基質：水蒸気爆砕バガス、基質濃度：20 w/v%、酵素：Cellic Ctec2、酵素濃度：4 mg/g、振とう法) 
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安価な添加剤として、ゼラチン、酵母、アルコール蒸留残渣(WDGS(湿潤品)、DDGS(乾燥品))を
添加剤として使用した糖化実験結果を図 3.24 に示す。酵母とアルコール蒸留残渣は、バイオエタ
ノールプラントで入手可能であるため、商業化した際に使用する安価な添加剤の候補と考えた。 
酵母からタンパク質を抽出する条件は 0.2M の水酸化ナトリウム水溶液で 30 分、アルコール蒸
留残渣は 1M の水酸化ナトリウム水溶液で 10 分間加熱した。基質は水蒸気爆砕バガス、酵素は
Cellic Ctec2 を使用した。糖化実験に使用した全ての添加剤に効果が見られ、BSA の添加量に対
して 1/6～1/2 の添加量で同等のグルコースを生成可能であることが確認された。 
 
 
 
図 3.24 酵母抽出液の酵素糖化に対する効果 
(基質：水蒸気爆砕バガス、基質濃度：20 w/v%、酵素：Cellic Ctec2、酵素濃度：4 mg/g、振とう法) 
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3.3 結言 
セルロース系バイオマスの酵素糖化反応では、酵素添加量によって糖化率が変化する「頭打ち
現象」が知られている。本研究で各種検討を行った結果、反応条件として、振とうストレスを与えな
い静置法を採用することによって、リグニンを含まないろ紙、パルプ、微結晶セルロースなどのセル
ロースの酵素糖化における「頭打ち現象」を解消し、酵素使用量を大幅に削減できることを見出し
た。また、振とう条件における「頭打ち現象」は、振とうストレスによってセルラーゼの成分酵素であ
る CBH2 が失活することによって、CBH1 と CBH2 の相乗効果が失われたことが原因であることが
明らかとなった。 
 
一方、リグニンを含む水蒸気爆砕処理後のユーカリとバガスの酵素糖化においては、静置効果
が認められなかった。原因は第 6 章で考察する。酵素添加量を低減する対策として添加剤の利用
を試みた結果、BSA の添加によって、水蒸気爆砕を行ったユーカリとバガスの酵素糖化が促進さ
れ、工業的に使用できる安価な添加剤として検討した乳清を添加した場合は「頭打ち現象」が解消
された。また、乳清の他にも、ゼラチン、あるいはエタノール工場や穀物工場から排出される酵母や
アルコール蒸留残渣などを用いることによって、BSA よりも少ない添加量で所定のグルコースが得
られることが明らかとなった。本章で検討を行った添加剤は全てタンパク質であるが、タンパク質濃
度と酵素糖化の促進効果との相関、および有効なタンパク質性状の検討は今後の課題であり、現
状は、酵素糖化実験を行って添加剤を評価する必要がある。 
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第4章 セルラーゼの疎水性吸着に対する添加剤の抑制効果の検討 
4.1 緒言 
第 3 章において、リグニンを含む水蒸気爆砕後のバガスとユーカリの酵素糖化に対しては静置
効果が無く、セルロースから高い収率でグルコースを生成するためには多量の酵素が必要となるこ
とを示した。さらに、酵素添加量を低減するためには、BSA や乳清などの添加剤が有効であること
を示した。添加剤が酵素糖化を促進する理由として、リグニンへの酵素の吸着を抑制していると推
測したが、セルロースとリグニンが共存する場合に、酵素がリグニンに吸着することが多量の酵素が
必要になる原因かは明確にはなっていない。 
 
リグニンへの酵素の吸着には、疎水性相互作用、水素結合相互作用、静電相互作用が影響し
ており、特に疎水性相互作用の影響が大きいと考えられている 59), 60) が、リグニンへの酵素の吸着
機構や添加剤の機能が十分に解明されているとは言えない。また、酵素はリグニンだけではなく、
セルロースにも吸着するため、酵素の吸着挙動や添加剤の機能を解明するためには、リグニンだ
けを用いて実験することが必要となる。既往の研究では、セルロース系バイオマスから分離したリグ
ニンを用いて酵素の非生産的吸着に関する検討も行われているが 61), 62)、リグニンを分離する過程
で酸やアルカリなどを使用するため、分離したリグニンの構造や表面性状が変化している可能性が
ある。 
 
そこで、本研究ではリグニンへの酵素の吸着に対して影響が大きいと考えられている疎水性相
互作用に着目し、リグニンのモデル物質として高い疎水性を示すことで知られているグラファイト 63) 
を用いて、疎水性相互作用による酵素の非生産的吸着特性と添加剤の機能を検討した。添加剤
は、第 3 章で酵素糖化を促進する効果が認められた BSA の他に、既往の研究で使用されている
ポリエチレングリコールと界面活性剤である Tween80 の機能を検討した。 
 
本章で示す糖化実験は、酵素は Cellic Ctec3、基質はろ紙を使用して振とう法で行い、CBH2 へ
の振とうストレスを考慮して振とう速度は 40 rpm とした。 
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4.2 結果と考察 
4.2.1 グラファイトへの酵素の吸着挙動 
グラファイトへの酵素の吸着挙動を調べるために、グラファイト 3 g にタンパク質濃度を 1 mg/ml
に調整した酵素水溶液 50 ml を加えた時の、液相中のタンパク質濃度の経時変化を図 4.1 に示す。 
振とうを開始してから 15 分以内に酵素水溶液に含まれる全ての酵素がグラファイトに吸着し、48
時間実験を継続したが、液相中への酵素の遊離は見られなかった。グラファイトは疎水性が高いた
め、酵素は疎水性相互作用によってグラファイトに吸着したと考えられる。 
 
 
 
図 4.1 グラファイトへの酵素の吸着挙動 
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グラファイトへの各セルラーゼ成分酵素の吸着挙動を調べるために、各成分酵素の同定を行っ
たセルラーゼ SS を用いてグラファイトへの吸着実験を行った。実験条件は、250 ml の遠心瓶にグ
ラファイト 4 g と 100 ml の酵素水溶液を入れて、振とうストレスによる CBH2 の失活を抑制するため
に静置条件とした。グラファイトに対する酵素添加量を変えて、液相中の CBH1、CBH2、BGL の経
時変化を測定した結果を図 4.2 に示す。グラファイトに対する酵素添加量が 15 mg/g の場合は、各
セルラーゼ成分酵素の全量がグラファイトに吸着した。酵素添加量が 30 mg/g 以上ではグラファイ
トへの酵素の吸着量が飽和し、液相中への成分酵素の遊離が確認された。 
疎水性相互作用によるグラファイトへの吸着挙動は成分酵素によって異なり、CBH2、BGL、
CBH1 の順に疎水性相互作用による吸着量が多いことが確認された。CBH2 はセルロースの酵素
糖化において重要な役割を担っており、振とうストレスに弱いことを第 3 章で述べたが、本吸着実
験の結果から、CBH1 よりも疎水性相互作用による影響を受けやすく、実バイオマスの糖化におい
てはリグニンに吸着しやすいことが示された。 
 
  
図 4.2 グラファイトに対するセルラーゼ成分酵素の吸着挙動 
(*) 図中に示した“mg/g”はグラファイトに対するタンパク質濃度を示す。 
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4.2.2 酵素糖化に対するグラファイトの影響 
グラファイトがセルロースの酵素糖化に及ぼす影響を調べるために、グラファイトを加えてろ紙の
糖化実験を行った。ろ紙 5 g にグラファイトを 1～3 g 加え、50 ml の酵素水溶液(酵素濃度：1 mg/ml、
酵素添加量：10 mg/g)を加えた糖化実験結果を図 4.3 に示す。 
 
グラファイトを 1 g 加えた場合は、反応初期に糖化速度が若干低下したが、13 日後にはろ紙の
みを糖化した場合と同じ 87 g/L のグルコースが得られた。グラファイトの添加量の増加に伴って、
糖化速度と最終到達グルコース濃度は低下し、グラファイトを 3 g 加えた場合は、13 日後のグルコ
ース濃度は 33 g/L であった。実バイオマスの前処理法の一つであるアルカリ処理によってリグニン
を除去した場合、リグニン含有率の低下に伴って酵素糖化が促進されることが報告されており 64)、
ろ紙とグラファイトの混合物を用いた本研究においても同様の結果が得られた。 
 
 
 
図 4.3 ろ紙の酵素糖化に対するグラファイトの影響 
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4.2.3 疎水性相互作用による酵素の吸着に対する添加剤の効果 
セルロースの酵素糖化および疎水性相互作用によるグラファイトへの酵素の吸着に対する添加
剤の効果を調べるために、酵素糖化を促進するための添加剤として知られている BSA、PEG、
Tween80 を用いてろ紙の糖化実験を行った。ろ紙の酵素糖化に対する添加剤の効果を図 4.4、グ
ラファイトを加えたろ紙の酵素糖化に対する添加剤の効果を調べた結果を図 4.5 に示す。 
 
グラファイトを加えていないろ紙の糖化実験 (図 4.4)では、BSA(図 4.4 (a))と PEG(図 4.4 (b))は
酵素糖化の促進および添加剤の濃度による差は見られなかった。既往の研究では、BSAと PEGの
添加によって、ろ紙の酵素糖化促進 65) や β-グルコシダーゼの活性向上 66) が報告されているが、
本研究においては、ろ紙の酵素糖化を促進する効果は見られなかった。一方、Tween80(図 4.4 
(c))は 4 日目以降に糖化速度が低下し、酵素糖化を阻害する結果となった。セルロースの酵素糖
化反応は、固体であるセルロースに酵素が吸着して進行するため、酵素と Tween80 との競合吸着
によって、ろ紙に吸着した酵素が脱離した可能性が考えられる。67)  
 
グラファイトを加えたろ紙の糖化実験(図 4.5)では、BSA(図 4.5 (a))と Tween80(図 4.5 (c))は酵素
糖化を促進し、基質に対して 30 mg/g 添加した場合は、図 4.4 に示したグラファイトを加えていない
ろ紙の糖化実験と同等の結果が得られた。一方、PEG(図 4.5 (b))は、酵素糖化を阻害する結果と
なった。PEG を加えた場合に酵素糖化が阻害された原因として、グラファイトの水溶液中への分散
性が良くなり、酵素糖化に対する阻害効果が強まった可能性が考えられるが、原因の解明は今後
の課題である。 
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図 4.4 ろ紙の酵素糖化に対する添加剤の効果 
((a) BSA、(b) PEG、(c) Tween80、酵素：Cellic Ctec3、酵素添加量：10 mg/g、) 
  
0
20
40
60
80
100
0 5 10 15
G
lu
co
se
 C
o
n
ce
nt
ra
tio
n 
[g
/L
]
Time [day]
BSA (30 mg/g) BSA (6 mg/g) No BSA(a)
0
20
40
60
80
100
0 5 10 15
G
lu
co
se
 C
o
n
ce
nt
ra
tio
n 
[g
/L
]
Time [day]
PEG (30 mg/g) PEG (6 mg/g) No PEG(b)
0
20
40
60
80
100
0 5 10 15
G
lu
co
se
 C
o
n
ce
nt
ra
tio
n 
[g
/L
]
Time [day]
Tween80 (30 mg/g) Tween80 (6 mg/g) No Tween80(c)
45 
 
 
 
 
 
 
 
図 4.5 グラファイトを加えたろ紙の酵素糖化に対する添加剤の効果 
((a) BSA、(b) PEG、(c) Tween80、酵素：Cellic Ctec3、酵素添加量：10 mg/g) 
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グラファイトに吸着した酵素がろ紙の糖化に及ぼす影響と、添加剤がグラファイトに吸着した酵素
を脱離している可能性を検討した。図 4.1 に実験結果を示した操作と同様にグラファイトに酵素水
溶液を加えて 24 時間振とうし、予めグラファイトに酵素が吸着した状態で、ろ紙および各添加剤を
加えた糖化実験を行った結果を図 4.6 に示す。 
 
添加剤を加えない場合(図中の＊)でもグルコースが生成されたことから、疎水性相互作用によっ
てグラファイトに吸着した酵素の一部は、セルロースの糖化に寄与していると考えられる。BSA と
Tween80 を加えた場合(図中の〇と□ )は、セルロースの糖化が促進されたことから、BSA と
Tween80 には、グラファイトに吸着した酵素を脱離させる機能もあると考えられる。一方、PEG には、
酵素糖化を促進する機能が見られず、疎水性相互作用による酵素の脱離機能は有していないと
考えられる。 
 
 
 
図 4.6 グラファイトに吸着した酵素の活性と添加剤の効果 
(酵素：Cellic Ctec3、酵素添加量：10 mg/g) 
 
(*) 凡例は試料を加えた順序を示す。例えば、＊の(G+E)+S は、グラファイト(G)に酵素水溶液(E)を
添加して 24 時間振とうした後に、基質(S)を添加したことを意味する。 
  
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
0 5 10 15
G
lu
co
se
 C
on
ce
nt
ra
ti
on
 [g
/L
]
Time [day]
(S+E) (G+E) + S
(G+E) + (S+BSA) (G+E) + (S+PEG)
(G+E) + (S+Tween80) (S+G+E)
S : Substrate
E : Enzyme
G : Graphite
47 
 
 
 
添加剤がグラファイトへの酵素の吸着を抑制している機構を調べるために、添加剤の吸着実験
を行った。グラファイト 3 g に各添加剤の濃度を 0.3 %に調整した緩衝液 50 ml を加え、50℃で振と
うした時の、初期濃度で規格化した液相中の添加剤濃度の経時変化を図 4.7 に示す。PEG と
Tween80 は振とうを開始してから 1 時間後には吸着量が飽和に達し、添加量に対して PEG は 10 %、
Tween80 は 34 %がグラファイトに吸着した。一方、BSA は振とうを開始してから 1 時間後に添加量
に対して 64 %が吸着し、その後も液相中の濃度は徐々に低下した。 
 
図 4.6 に示した糖化実験結果と図 4.7 に示した吸着実験から、BSA と Tween80 は、グラファイト
への吸着および酵素を脱離する機能によって、疎水性相互作用による酵素の吸着を抑制している
と考えられる。一方、PEG もグラファイトに吸着したが、PEG のグラファイトへの吸着量は少なく、グ
ラファイトへの酵素の吸着を十分に抑制できなかったものと考えられる。 
 
 
図 4.7 グラファイトへの添加剤の吸着挙動 
(グラファイトに対する添加剤量：5 mg/g) 
  
0.0
0.2
0.4
0.6
0.8
1.0
1.2
0 4 8 12 16 20 24
P
ro
te
in
 C
on
ce
nt
ra
tio
n 
[-
]
Time [h]
BSA PEG Tween-80
48 
 
 
 
4.3 結言 
疎水性相互作用による酵素の非生産的吸着挙動および添加剤の機能を調べるために、バイオ
マスのモデル物質としてろ紙と疎水性物質であるグラファイトの混合物を用いて酵素糖化を行った。
その結果、グラファイトの添加量の増加と共に、セルロースの酵素糖化は阻害され、疎水性相互作
用が酵素の非生産的吸着に大きく寄与していることが示された。 
 
酵素糖化を促進するための添加剤として知られている BSA、PEG、Tween80 を添加し、その効果
を調べた。その結果、BSA と Tween80 は基質に対して 30 mg/g 添加することで、グラファイトによる
酵素糖化の阻害の影響を抑制できたが、PEG には効果が見られなかった。 
 
各添加剤のグラファイトへの吸着量を調べた結果は BSA ＞ Tween80 ＞ PEG の順であり、
PEG が添加効果を示さなかった原因は、グラファイトへの吸着量が少ないことにあると考えられる。
このことより、添加剤は、グラファイトの表面を覆い、酵素がグラファイトに吸着することを防いでいる
と考えられる。また、予め酵素を吸着したグラファイトに添加剤を加えると、BSA と Tween80 の場合
はグラファイトから酵素が脱離し、その酵素で酵素糖化が進むことを確認した。即ち、BSA と Tween
は、疎水性物質への酵素の吸着抑制と疎水性物質に吸着した酵素の脱離機能を有することが示
された。 
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第5章 分画酵素による相乗効果の検討 
5.1 緒言 
第 3 章で示した検討結果から、ろ紙やパルプなどのセルロースの糖化反応を促進する静置効果
は、振とうストレスによる CBH2 の失活を防ぐことによって、CBH1 と CBH2 の相乗効果を発揮させる
ことが作用機構であることが明らかとなった。また、成分酵素の相乗効果はリグニンを含む実バイオ
マスの糖化にも大きく影響すると考えられ、糖化反応の促進によって少ない酵素使用量で高い糖
化率を得るためには、セルラーゼ成分酵素の組成を最適化して相乗効果を最大化する必要がある。 
 
近年、ゲノム編集技術が急速に進歩しており、新規なセルラーゼ生産菌の開発が期待される。
その際、セルラーゼ成分酵素の相乗効果の機構や度合いを明確にすることは、セルラーゼ生産菌
の設計、あるいは複数の生産菌から各成分酵素を生産してブレンドする（カクテル酵素を生産する）
上で重要な設計指針となる。 
 
しかしながら、酵素の相乗効果に関する既往の研究の多くは、基質濃度が低い条件で行われて
おり、実用化において必要となる高濃度基質条件(10～20 %)での研究例は少ない。また、第 3 章で
述べた通り、CBH2 と EG1 は攪拌ストレスに弱く、特に CBH2 は実験室レベルの振とう器による攪
拌ストレスによって、数時間と言う極めて短時間で失活する。そのため、成分酵素の相乗効果を明
らかにするためには、酵素の失活を抑制できる条件における実験が必要不可欠となる。更に、実バ
イオマスはリグニンを含有しており、リグニンは酵素を吸着するが、第 4 章で述べた様に、成分酵素
によって疎水性吸着の度合いが異なるため、成分酵素の組成比が原液酵素から変わってしまう可
能性が示された。そのため、実バイオマスにおける酵素の相乗効果を正確に把握するためには、リ
グニンへの酵素吸着を抑制した条件での実験が必要となる。 
 
本章では、第 2 章に示した手法-2 でセルラーゼ SS から分離精製した CBH1、CBH2、および
EG1 を用いた相乗効果の検討結果を述べる。基質はろ紙および水蒸気爆砕バガス、基質濃度は
実用化を想定して 10～20 w/v%とした。また、セルラーゼ成分酵素の失活を抑制するために、第 3
章で述べた検討結果より、ろ紙の糖化は静置法、水蒸気爆砕バガスの糖化は BSA を基質に対し
て 15 mg/g 添加して振とう法で行った。尚、分離精製した各セルラーゼ成分酵素には BGL が含ま
れていないため、セロビオースの蓄積によるセロビオハイドロラーゼの生成物阻害の影響を避ける
ために、全ての実験において市販の BGL である Novozyme 188 を添加した。 
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5.2 結果と考察 
5.2.1 セルロースに対する成分酵素の相乗効果 
(1) CBH1 と CBH2 の相乗効果 
CBH1 と CBH2 をそれぞれ単独で使用してろ紙の糖化実験を行った。CBH1 を使用した実験結
果を図 5.1、CBH2 を使用した実験結果を図 5.2 に示す。CBH1 を 2 mg/g と 6 mg/g 添加した場
合、実験終了時(66 日後)に、それぞれ 40g/L と 60g/L のグルコースが生成された。また、CBH1 を
2 mg/g 添加して糖化実験を開始し、36 日目に CBH1 を 2 mg/g あるいは 4 mg/g 追添加した場合、
糖化速度が緩やかに増加した。CBH2 を 2 mg/g 添加した場合は、実験終了時に 32 g/L のグルコ
ースが生成され、36 日目に CBH2 を 2 mg/g 追添加した場合、CBH1 と同様に緩やかな糖化速度
の増加が確認された。 
第 3 章に示したセルラーゼ SS の原液を使用した静置法によるろ紙の酵素糖化実験(図 3.1(b))
では、2.4 mg/g と 6 mg/g の酵素添加量で、それぞれ 62 日目に 77 g/L と 51 日目に 90 g/L のグ
ルコースが生成されていることから、セルラーゼ成分酵素を単独で使用した場合には、高い糖化率
を得るためには多量の酵素が必要になることが確認された。 
  
（左図） 図 5.1 CBH1 による糖化実験結果 
（右図） 図 5.2 CBH2 による糖化実験結果 
(基質濃度：10 w/v%、静置法) 
(*) 凡例の“+”は追添加したことを示す。 
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図 5.1 に示した CBH1 を用いた糖化実験結果の中で、実験開始時に CBH1 を 2 mg/g 添加し、
36 日後に CBH1 を 4 mg/g 追添加した実験結果(図中の◇)の 36 日目以降のデータを左に平行移
動した結果を図 5.3 に示す。初期に CBH1 を 6 mg/g 添加した場合と、初期に 2 mg/g、その後 4 
mg/g を追添加した場合で糖化曲線は重なる結果となった。 
 
 
 
図 5.3 CBH1 の分割添加による糖化挙動 
(基質濃度：10 w/v%、静置法) 
(*) 凡例の“+”は追添加したことを示す。 
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CBH1 と CBH2 をそれぞれ 2 mg/g 添加した(CBH1 と CBH2 を合わせて 4 mg/g 添加した)場合、
および各成分酵素を単独で 2 mg/g 添加した場合の糖化実験結果を図 5.4 に示す。また、図中に
は、CBH1 と CBH2 をそれぞれ単独で添加した場合のグルコース濃度を足し合わせた値 (図中の
△)を示した。 
実験終了時の生成グルコース濃度を比較すると、CBH1 と CBH2 をそれぞれ単独で添加した場
合の生成グルコース濃度の和は 72 g/L であったが、CBH1 と CBH2 を合わせて添加した場合は
86 g/L のグルコースが生成された。(図 5.4(a) また、同様の方法で、CBH2 の添加量を 1 mg/g に
減らした場合においても、CBH1 と CBH2 を単独で添加するよりも、両成分酵素を合わせて添加す
ることで生成グルコース濃度が増加することが確認された。(図 5.4(b)) 
 
   
 
図 5.4 CBH1 と CBH2 の相乗効果 (1) 
((a) CBH1：2 mg/g、CBH2：2 mg/g、(b) CBH1：2 mg/g、CBH2：1 mg/g、 
基質濃度：10 w/v%、静置法) 
(*) 凡例の“and”は初期に同時添加したことを示す。  
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100
0 20 40 60 80
G
lu
co
se
 C
on
ce
nt
ra
ti
on
 [
g/
L
]
Time [day]
CBH1 (2 mg/g) and CBH2 (2 mg/g)
Calculation_CBH1 (2 mg/g) + CBH2 (2 mg/g)
CBH1 (2 mg)
CBH2 (2 mg)
(a)
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100
0 20 40 60 80
G
lu
co
se
 C
on
ce
nt
ra
ti
on
 [
g/
L
]
Time [day]
CBH1 (2 mg/g) and CBH2 (1 mg/g)
Calculation_CBH1 (2 mg/g) + CBH2 (1 mg/g)
CBH1 (2 mg/g)
CBH2 (1 mg/g)
(b)
53 
 
 
 
CBH1 を 1 mg/g と CBH2 を 1 mg/g を合わせて添加した場合、および、各成分酵素を単独で 2 
mg/g 添加した場合の糖化実験結果を図 5.5 に示す。酵素添加量は全て 2 mg/g であるが、生成
グルコース濃度は大きく異なり、各成分酵素をそれぞれを単独で添加した場合に比べて、CBH1 と
CBH2 を合わせて添加した場合は約 2 倍の生成グルコース濃度が得られた。 
 
CBH1 と CBH2 は、共にセルロースの結晶領域を加水分解するセロビオハイドロラーゼであるが、
図 5.4 と図 5.5 の実験結果から、CBH1 と CBH2 が共存することによって相乗効果が発揮され、少
ない酵素使用量で高い糖化率が得られることが示された。 
 
 
図 5.5 CBH1 と CBH2 の相乗効果 (2) 
(基質濃度：10 w/v%、静置法) 
(*) 凡例の“and”は初期に同時添加したことを示す。 
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CBH1 を 2 mg/と CBH2 を 2 mg/g をそれぞれ単独で添加して糖化実験を開始し、36 日目に異
なるセロビオハイドロラーゼ(初期に CBH1 を添加したサンプルには CBH2、初期に CBH2 を添加
したサンプルには CBH1)を 2 mg/g 追添加した実験結果を図 5.6 に示す。また、図中には、比較
対象として、CBH1 を 2 mg/と CBH2 を 2 mg/g を初期に同時添加した結果も示した。 
図 5.1 と図 5.2 に示した様に、CBH1 と CBH2 を単独で使用した場合は、各成分酵素を追添加
しても糖化速度の増加は僅かであったが、異なるセロビオハイドロラーゼを追添加した場合は、糖
化速度が急激に増加することが示された。 
 
 
 
図 5.6 異なるセロビオハイドロラーゼの追添加の効果 
(基質濃度：10 w/v%、静置法) 
(*) 凡例の“and”は初期に同時添加、“+”は追添加したことを示す。 
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図 5.3 に示した方法と同様に、図 5.6 に示した異なるセロビオハイドロラーゼを追添加した 36 日
目以降のデータを左にスライドさせて結果を図 5.7 に示す。CBH1 と CBH2 のどちらを追添加した
場合でも、CBH1 と CBH2 を同時に添加した場合の生成グルコース濃度の経時変化と一致し、予
め単独のセロビオハイドロラーゼで糖化反応を開始して、その後、異なるセロビオハイドロラーゼを
追添加しても、相乗効果が発揮されることが示された。 
 
CBH2 の添加量を 1 mg/g に減らして CBH1 との相乗効果を調べ、図 5.7 と同様に異なるセロビ
オハイドロラーゼを追添加した後のデータを左にスライドした結果を図 5.8 に示す。図 5.6 および図
5.7 に示した実験結果と同様に、CBH2 の添加量を 1 mg/g に減らして場合でも、極めて大きな相
乗効果が認められ、CBH2 を追添加した場合、追添加後に若干の糖化速度の違いが見られたが、
同時添加した場合と同等の結果が示された。 
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図 5.7 セロビオハイドロラーゼの同時添加と分割添加の比較 (1) 
((a)CBH1 を追添加、(b)CBH2 を追添加、基質濃度：10 w/v%、静置法) 
 
  
図 5.8 セロビオハイドロラーゼの同時添加と分割添加の比較 (2) 
((a)CBH1 を追添加、(b)CBH2 を追添加、基質濃度：10 w/v%、静置法) 
 
(*) 凡例の“and”は初期に同時添加、“+”は追添加したことを示す。 
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(2) CBH1 と EG1 の相乗効果 
CBH1 と CBH2 の相乗効果を調べた実験と同様の実験および解析を行い、セルロースの非結晶
領域に作用する EG1 と CBH1 との相乗効果を調べた。基質に対する酵素添加量を CBH1 は 2 
mg/g、EG1 は 1 mg/g として、同時に添加した場合と、実験開始時に CBH1 のみを添加し、36 日
後に EG1 を追添加した場合の糖化実験の結果を図 5.9 に示す。また、EG1 を追添加した 36 日目
以降の結果を左に平行移動させた結果を図 5.10 に示す。エンド型である EG1 も CBH2 と同様に、
ろ紙の酵素糖化に対して CBH1 との相乗効果を示し、同時に添加したと追添加した場合で、糖化
挙動が一致することが示された。 
 
  
 
（左図） 図 5.9 CBH1 と EG1 の分割添加実験結果 
（右図） 図 5.10 CBH1 と EG1 の同時添加と分割添加の糖化挙動の比較 
(基質濃度：10 w/v%、静置法) 
 
(*) 凡例の“and”は初期に同時添加、“+”は追添加したことを示す。 
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CBH1 を 2 mg/g、CBH2 と EG1 を 1 mg/g として、CBH1 と CBH2、および CBH1 と EG1 を同時
に添加した糖化実験結果を図 5.11 に示す。CBH2 と EG1 は、共にろ紙の酵素糖化に対してCBH1
との相乗効果を示すが、グルコース生成量を比較すると、ろ紙の酵素糖化に対しては、CBH2 の相
乗効果が大きいことが示された。 
 
  
 
図 5.11 ろ紙の酵素糖化に対する CBH1 と CBH2 および CBH1 と EG1 の相乗効果の比較 
(基質濃度：10 w/v%、静置法) 
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CBH1 を 2 mg/g と CBH2 を 2 mg/g を、それぞれ単独で添加して酵素糖化を行い、36 日後に
糖化反応中の 2 つのスラリーを混合した実験結果を図 5.12 に示す。実験開始時は、基質 5 g に対
して酵素水溶液を 50 ml 加えて基質濃度を 10 w/v%とし、酵素水溶液中のタンパク質量を 10 mg(酵
素添加量を 2 mg/g)とした。2 つのスラリーを混合した後は、基質 10 g に対して酵素水溶液を 100 
ml 加えているため、基質濃度はスラリーを混合する前と同様に 10 w/v%であるが、CBH1 と CBH2
の添加量は 10 mg であるため、酵素添加量は 1 mg/g となる。 
 
図 5.12 に示した様に、2 つのスラリーを混合した後に、グルコースの生成量が増加していること
から、CBH1 と CBH2 を単独で用いた糖化反応中のスラリーを混ぜた場合においても、相乗効果が
認められた。 
 
 
図 5.12 CBH1 と CBH2 の糖化スラリーの混合実験結果 
(基質濃度：10 w/v%、静置法) 
(*) 凡例の“+”は糖化スラリーを混合したことを示す。 
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図 5.12 の糖化反応中の 2 つのスラリーを混合した後の実験結果と、CBH1 を 1 mg/g 添加して
実験を開始し、CBH2 を 1 mg/g 追添加した糖化実験結果を比較した結果を図 5.13 に示す。また、
図 5.12 と図 5.13 の 36 日目以降(糖化反応中の 2 つのスラリーを混合した後、および実験開始時
に CBH1 を 1 mg/g 添加して、CBH2 を 1 mg/g 追添加した後)の糖化挙動を、初期に CBH1 と
CBH2 をそれぞれ 1 mg/g 同時に添加した糖化実験と比較した結果を図 5.14 および図 5.15 に示
す。CBH2 を追添加した場合は、それぞれの酵素添加量を 1 mg/g に減らしても、図 5.7 および図
5.8 と同様に、実験開始時に CBH1 と CBH2 を同時に添加した場合と CBH2 を追添加した場合の
糖化挙動とほぼ一致する結果となった。一方、糖化反応中のスラリーを混合した場合は、CBH1 と
CBH2 を同時に添加した場合、および CBH2 を追添加した場合に比べて相乗効果が小さいことが
示された。 
セルロースの酵素糖化反応は、固体である基質に酵素が吸着して進行し、糖化反応の進行に
伴って基質に対する酵素の割合が過剰となり一部の酵素は基質から遊離して液相中に存在する。
酵素を追添加した場合は、加えた酵素の全量が酵素糖化に寄与するが、糖化反応中のスラリーを
混合した場合は、一部の酵素は基質に吸着した状態で存在しているため、相乗効果が小さくなっ
たと考えられる。 
 
図 5.13 酵素を追添加した場合と糖化スラリーを混合した場合の糖化挙動の比較 
(基質濃度：10 w/v%、静置法) 
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図 5.14 同時添加と糖化スラリーを混合した場合の糖化挙動の比較 
(基質濃度：10 w/v%、静置法) 
(*) 凡例の“and”は初期に同時添加、“+”は糖化スラリーを混合したことを示す。 
 
 
図 5.15 セロビオハイドロラーゼの同時添加と分割添加の比較 
(基質濃度：10 w/v%、静置法) 
(*) 凡例の“and”は初期に同時添加、“+”は追添加したことを示す。 
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5.2.2 水蒸気爆砕バイオマスに対する相乗効果 
水蒸気爆砕バガスを基質として、セルラーゼ成分酵素の相乗効果を検討した。酵素添加量を 6 
mg/g として、CBH1 と CBH2 をそれぞれ単独で添加した糖化実験と、CBH1 を 4 mg/g と CBH2 を
2 mg/g の混合酵素を添加した糖化実験の結果を図 5.16 に示す。CBH1 と CBH2 の混合酵素を使
用した場合は、各成分酵素を単独で使用した場合よりも高い糖化率が得られ、ろ紙と同様に水蒸
気爆砕バガスに対しても CBH1 と CBH2 の相乗効果が認められた。また、CBH1 と CBH2 をそれぞ
れ単独で添加した場合、図 5.1 と図 5.2 に示したろ紙を基質とした場合に比べて実験終了時の生
成グルコース濃度の差が大きくなり、水蒸気バガスの酵素糖化に対して CBH1 の作用が大きいこと
が示された。 
CBH1 と EG1 の相乗効果を調べるために、CBH1 を 4 mg/g と EG1 を 2 mg/g の混合酵素、およ
び CBH1 を 3 mg/g と EG1 を 3 mg/g の混合酵素を用いた糖化実験結果を図 5.17 に示す。図中
には、CBH1 と CBH2 の相乗効果との比較のために、CBH1 を 4 mg/g と CBH2 を 2 mg/g の混合
酵素を用いた糖化実験結果も示した。水蒸気爆砕バガスに対しても CBH1 と EG1 の相乗効果が
認められた。また、ろ紙に対する相乗効果と異なり、CBH1 と EG の組み合わせは、CBH1 と CBH2
の組み合わせに比べて糖化速度が向上する結果が得られた。 
    
（左図） 図 5.16 水蒸気爆砕バガスに対する CBH1 と CBH2 の相乗効果 
（右図） 図 5.17 水蒸気爆砕バガスに対する CBH1 と EG1 の相乗効果 
(基質濃度：20 w/v%、BSA 添加量：15 mg/g、振とう法) 
(*) 凡例の“and”は初期に同時添加したことを示す。  
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CBH1、CBH2、EG1 の 3 種類の酵素添加量をそれぞれ 2 mg/g とした混合酵素を用いた糖化実
験結果を図 5.18 に示す。添加した各成分酵素の添加量を合わせた全酵素添加量を 6 mg/g とし
て実験を行った結果、3 種類の酵素を混合した場合と CBH1 と EG1 を混合した場合で同等の結果
が得られたことから、水蒸気爆砕バガスに対しては、CBH1 と EG1 の相乗効果が大きいことが示さ
れた。 
 
  
 
図 5.18 水蒸気爆砕バガスに対する CBH1、CBH2、EG1 の相乗効果 
(基質濃度：20 w/v%、BSA 添加量：15 mg/g、振とう法) 
(*) 凡例の“and”は初期に同時添加したことを示す。 
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図 5.16 から図 5.18 に示した実験結果から、水蒸気爆砕バガスの酵素糖化においては、CBH1
と EG1 の相乗効果が重要であることが示された。そこで、全酵素添加量を 6 mg/g で一定として、
CBH1 と EG1 の混合比の影響を調べた結果を図 5.19 に示す。CBH1 を 1～3 mg/g と EG1 を 3～
5 mg/g の組合せで高いグルコース濃度が得られた。CBH1 と EG1 の比率が最も離れる CBH1 と
EG1 の添加量の比率を 1：5 とした場合(図中の〇)と 5：1 にした場合(図中の×)を比較すると、EG1
の比率が高い前者の方がグルコース生成量が多いことから、水蒸気爆砕バガスに対して EG1 の割
合(酵素添加量)も重要な因子であることが示された。 
 
 
 
図 5.19 CBH1 と EG1 の混合比率を変えた水蒸気爆砕バガスの糖化実験結果 
(基質濃度：20 w/v%、BSA 添加量：15 mg/g、振とう法) 
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CBH1 と EG1 の単独酵素での糖化実験結果を図 5.20 と図 5.21、および、酵素添加量と最終到
達グルコース濃度のを関係を図 5.22 に示す。CBH1 と EG1 をそれぞれ単独で使用した場合、
CBH1 は酵素添加量の低下に伴ってグルコース生成量の低下度合いが大きくなっていくが、EG1
は、ほぼ直線的に低下する結果となった。 
  
（左図） 図 5.20 CBH1 の添加量を変えた水蒸気爆砕バガスの糖化実験結果 
（右図） 図 5.21 EG1 の添加量を変えた水蒸気爆砕バガスの糖化実験結果 
(基質濃度：20 w/v%、BSA 添加量：15 mg/g、振とう法) 
 
 
図 5.22 CBH1 と EG1 を単独で添加した場合の酵素添加量とグルコース生成量の関係 
(基質濃度：20 w/v%、BSA 添加量：15 mg/g、振とう法) 
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CBH1 と EG1 をそれぞれ単独で添加した場合(図 5.20、図 5.21)の酵素添加量と生成グルコース
濃度、および混合比を変えて CBH1 と EG1 を添加した場合(図 5.19)の生成グルコース濃度を表
5.1 に示す。表中の「単独添加」は、CBH1 と EG1 をそれぞれ単独で添加した場合の生成グルコー
ス濃度の和、「混合添加」は、CBH1 と EG1 を「単独添加」と同じ比率で混合して添加した場合の生
成グルコース濃度、「倍率」は、「混合添加」を「単独添加」で割った値を示す。 
 
 CBH1 と EG1 をそれぞれ単独で添加した場合のグルコース生成量の和に比べて、全ての混合比
において同時に添加した場合の方が生成グルコース濃度は高く、水蒸気爆砕バガスに対する
CBH1 と EG1 の相乗効果が認められた。また、CBH1 を 1 mg/g と EG1 を 5 mg/g を混合した場合
に最も生成グルコース濃度が高いことから、爆砕バガスの酵素糖化においては EG1 が重要な酵素
であることが示された。 
 
相乗効果の大きさの指標として示した「倍率」を比較すると、CBH1 を 5 mg/g と EG1 を 1 mg/g
の場合が最も相乗効果が大きく 1.19 倍となったが、混合添加した場合の生成グルコース濃度は、
今回の実験条件の中で最も低い 85.2 g/L となった。図 5.22 に示した様に、EG1 を単独で添加し
た場合は、CBH1を単独で添加した場合に比べて酵素添加量の低下に伴う生成グルコース濃度の
減少度合いが大きいため、混合比に対する生成グルコース濃度と相乗効果の大きさの関係が異な
ったと考えられる。 
 
表５.1 CBH1 と EG1 の相乗効果 
 
 
単独添加
(加算値)
混合添加
倍率
（混合添加
÷
単独添加）
添加量
[mg/g]
グルコース
生成量
[g/L]
添加量
[mg/g]
グルコース
生成量
[g/L]
グルコース
生成量
[g/L]
グルコース
生成量
[g/L]
-
1 29.5 5 52.5 82.0 95.1 1.16
2 43.2 4 44.5 87.7 93.5 1.07
3 48.8 3 35.6 84.4 93.6 1.11
4 52.5 2 27.4 79.9 90.2 1.13
5 55.3 1 16.4 71.7 85.2 1.19
CBH1 EG1
CBH1+EG1
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5.3 結言 
市販酵素であるセルラーゼ SS から分画精製した CBH1、CBH2、EG1 を用いて、酵素糖化プロ
セスの商業化において必要となる高基質濃度の条件でセルロースと実バイオマスの糖化における
成分酵素の相乗効果の検討を行った。 
 
ろ紙を基質としたセルロースの酵素糖化においては、CBH1 を単独で添加した場合には、添加
量を増やしても糖化率の大きな増加は見られなかったが、CBH2 あるいは EG1 を予め混合するか
糖化反応中に追添加することによって、相乗効果によって糖化率が大幅に増加することが分かっ
た。 
 
水蒸気爆砕バガスを基質とした酵素糖化反応においては、CBH1 と EG1 に強い相乗効果が認
められ、混合する割合を変えて糖化実験を行った結果、CBH1 と EG1 の酵素添加量の比が 1：5 の
時が最も高い糖化率が得られた。 
 
CBH1 との相乗効果においては、ろ紙の場合には CBH2、水蒸気爆砕バガスの場合は EG1 が
強い相乗効果を示したことから、基質の性状によってCBH1 と強い相乗効果を示す酵素は異なる。
従って、基質に適した強い相乗効果を発揮する酵素の種類と混合比率を最適化することによって、
酵素使用量の低減が可能であると考えられる。 
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第6章 バイオマスの酵素糖化機構に関する考察 
第 3 章で述べたように、ろ紙やパルプの酵素糖化においては、酵素に対する攪拌ストレスを抑制
することで頭打ち現象が解消された。一方、水蒸気爆砕バイオマスには対しては静置条件による
糖化促進の効果が無く、添加剤を加えた条件下でも、静置条件における糖化率は振とう条件での
と同等、あるいは若干悪い結果となった。本章ではこの理由を考察する。 
 
セルロースを酵素糖化する場合、その作用に影響する因子として、酵素活性、成分酵素の相乗
効果、温度、pH、阻害物濃度などが影響する。酵素活性を維持して成分酵素の相乗効果を最大
限に発揮させることが、静置条件の効用であった。しかし、静置条件には、酵素糖化において負の
作用をもたらすことも、容易に想像できる。即ち、溶液や基質が動かなければ、反応場が不均一な
状態になる。特に、セルロースが分解されて生成するセロビオースは、セロビオハイドロラーゼに対
して強い阻害作用を示すことが知られている。このセロビオースは BGL によってグルコースに分解
されるが、静置条件では、生成されたセロビオースは、拡散により分散して BGL によって分解され
るため、セルロース近辺の局所的なセロビオース濃度の増加が懸念される。 
 
ろ紙やパルプの酵素糖化において、静置効果が認められたということは、静置法による正の効果
（酵素の活性維持と相乗効果）が、負の効果（セロビオースの局所的濃度分布などの不均一性の
課題）を上回ったものである。事実、第 3 章の図 3.13 に示した様に、完全な静置状態に置くより、
ゆっくりと振とうさせた方が、若干糖化が促進された。 
リグニンを含むバイオマスである水蒸気爆砕バガスやユーカリに対しては、BSA などの添加剤を
加えても、静置効果が認められなかった。BSA などの添加効果の機構は、リグニンへの酵素の吸
着を抑制していると考えられるため、BSA などを添加した条件下では、静置効果、すなわち酵素の
活性を維持し相乗効果を発揮させる方法が、有用になると考えられる。ところが、実際には、静置
効果が認められず、原因として以下の機構を推測した。 
バガスやユーカリのセルロース繊維は、リグニンの壁に囲まれて存在するため、バガスやユーカ
リに酵素を直接添加しても、セルロースの糖化はほとんど進行しない。そのため、前処理と呼ばれ
る操作を施し、リグニンの壁を破壊する、あるいは溶解することが必要となる。本研究で採用した前
処理技術は、水蒸気爆砕である。本技術はリグニンを破壊する技術であり、セルロースが完全にむ
き出しにはならないと考えられる。即ち、リグニンの壁で囲まれていたセルロースは、壊れたリグニン
の部屋の中に存在していると考えられる。この状態で酵素糖化反応を進める場合、酵素反応は壊
れたリグニンの壁を持つ部屋の中で進むことになるため、糖化反応で生成されたセロビオースはそ
の部屋の中に滞留し、局所的濃度が高くなると考えられる。また、いったん部屋の中に入った酵素
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は、その部屋からは出にくくなる可能性がある。即ち、水蒸気爆砕を施したバガスやユーカリの場
合、静置条件下では負の効果となる場の不均一性の発生と言う課題の影響がより大きく表れたと
考えられる。さらには、攪拌ストレスの影響を最も受けやすい成分酵素は CBH2 であることを第 3 章
で示したが、バガスやユーカリに対しては、CBH1 と CBH2 の相乗効果よりも、CBH1 と EG1 の相乗
効果が大きくなることを第 5 章で述べた。EG1 は CBH2 よりも振とうストレスの影響を受けにくいこと
も、静置効果がバガスやユーカリには認められなかった一因であると考える。 
 
上記の推論は、水蒸気爆砕バガスやユーカリのセルロースが、壊れたリグニンの壁で作られる部
屋の中に存在している、と言う前提に立っており、これを確認する実験を行った。第 4 章で示した通
り、グラファイトは酵素の吸着材と言える。そこで、ろ紙、水蒸気爆砕バガス、水蒸気爆砕ユーカリを
基質として以下の実験を行った。初めに、各基質と酵素だけで糖化反応を開始し、24 時間後に、
その反応場にグラファイトを添加した。その結果を図 6.1 に示す。基質がろ紙の場合、グラファイト
を添加すると、以後、糖化反応が進まなくなった。これは、溶液中の酵素、特に BGL がグラファイト
に吸着されたためと考えられる。一方、水蒸気爆砕バガスとユーカリの場合、グラファイトを添加す
ることにより、糖化はやや阻害を受けたものの、ろ紙の様な現象は認められなかった。この原因は、
水蒸気爆砕バガスやユーカリは、壊れたリグニンで囲まれた部屋の中で糖化が進んでいるため、グ
ラファイトに吸着される酵素量が少ないと考えられる。 
 
図 6.1 グラファイトの添加による酵素糖化への影響 
(基質：(a) ろ紙、(b) 水蒸気爆砕バガス、(c) 水蒸気爆砕ユーカリ 
酵素：Ｃｅｌｌｉｃ Ｃｔｅｃ2、酵素添加量：12 mg/g) 
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第7章 結論 
食糧と競合しないセルロース系バイオマスを原料としたバイオエタノール、あるいは、バイオケミ
カルの普及は、地球温暖化や化石資源枯渇の対策に繋がると考えられる。過去に、第二次オイル
ショック(1980 年頃)や地球温暖化防止京都会議(2000 年頃)の時期にも、セルロース系バイオマス
の利用技術の開発が盛んに行われたが、商業化には至らなかった。その当時に比べると酵素コス
トは大幅に下がっているものの、現在の酵素コストはバイオエタノール 1L あたり 20 円前後と推測さ
れ、酵素使用量の低減や糖化率の改善による更なる酵素コストの低減が必要と考えられる。 
本研究では、酵素の機能を最大限に発揮できる酵素糖化プロセスを開発することを目的として、
バイオマスの糖化機構を把握するための検討を行った。第 3 章では、酵素糖化反応の課題として
開発に携わる研究者に広く知られていながらも、その理由が明らかになっていなかった「頭打ち現
象」を、酵素に振とうストレスを与えない静置条件で糖化反応を行うことによって解消できること、ま
た、「頭打ち現象」が起きる理由が、CBH1 と相乗効果を示す CBH2 が振とうストレスによって失活
するためであることを示した。静置効果に関して得られた知見は、商業装置の反応条件(攪拌機設
計)の指針として、また、実験室における酵素の性能を評価する際の実験条件として利用できると
考えられる。リグニンを含む水蒸気爆砕後のユーカリやバガスに対しては、静置効果が認められな
かったが、その代替策として、乳清、酵母、蒸留残渣などの安価なタンパク質を利用することによっ
て、高価な BSA よりも少ない添加量で、BSA と同等の酵素糖化の促進効果が認められた。今後、
更なる安価な添加剤を探索する方法として、第 4 章で述べた様に、リグニンのモデル物質としてグ
ラファイトを利用することができる。また、グラファイトが有する疎水性機能は、添加剤の評価や機能
の検討だけではなく、酵素の吸着材として糖化反応後の残渣から酵素を回収して再利用するプロ
セスに応用できる可能性があると考えている。第 5 章で述べた、高基質濃度条件における各セルラ
ーゼ成分酵素の相乗効果を検討した結果から、基質の種類によって CBH1 と相乗効果を強く示す
酵素の種類と混合比が異なることが示され、今後のセルラーゼの開発において強化すべき成分酵
素の指針として利用できると考えられる。 
本研究で得られた成果は、酵素糖化法のプロセス開発のみならず、酵素を生産する微生物の
開発や酵素の性能評価手法など、酵素コストの低減に繋がる他の開発にも利用されることを期待
すると共に、今後も、酵素法糖化プロセスの商業化に資する成果を出すべく、研究開発に取り組ん
でいきたい。 
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